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緒 論
胆汁の主要構成成分である胆汁酸は、ステロイ ド骨格を有す る炭素数24個
のカル ボン酸であ り(Fig.1)、AIB環が折れ曲がったcis構…造をとっていること
が他のステ ロイ ド系内因性物質 とは異なる構造上の特徴 となっている。胆汁酸
のステロイ ド骨格の β面は18一お よび19一メチル基 を含めて疎水性に富んでお
り、その一方ステロイ ド骨格上の水酸基の多 くは α面に存在す ることから、側
鎖上の極性官能基 とあわせてα面に親水性に富む空間を形成できる。 このよう
に単分子中に面状の疎水性領域 と親水性領域 を有するとい う化学構造上の特徴
によ り、胆汁酸は界面潜 性物質 として生体内で機能 し、特に脂質の消化吸収に
おいて重要な役割を演 じている。
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Fig.1Structuresofcommonrodentbileacids
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胆汁酸は、その主要な生理機能である脂質の消化吸収に関連 して、その生合
成並びに肝 、腸 を中心 とした生体内動態が良 く検討 されている。胆汁酸の主要
な生合成経路は、肝におけるコレステロールの7α一水酸化か ら始ま り1)、続 く
一連の母核の変換2'・5)、さらに側鎖の酸化的切断反応6)を経て、一次肛汁酸であ
るコール酸(CA)、ケノデオキシコール酸(CDCA)へと変換 される7・8)。これ らは
その大部分がグリシンあるいはタウリン抱合型 として胆管 を経て十二指腸内に
分泌 され、そこで混合 ミセルを形成することにより脂質の消化吸収に重要な働
きを果た した後、腸壁 よ り大部分が再吸収 され門脈を経て肝へ と戻るとい うい
わゆる腸肝循環を行 っている(Fig.2)。
聡
.
■Por拍've'η
R=OH＼
R=a-OH,β一〇H,H
R=α 一〇H,β暉OH,H
R=OH,H
R=OH,NHCH2COOH,NHCH,CH2SO,H
Fig.2]Biosynthesisandenterohepaticcirculationofbileacids
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胆汁酸はこの過程で腸内細菌により脱抱合 され、また一部は7α位水酸基の脱離
9)、異性化lo)を受け二次胆汁酸であるデオキシコール酸(DCA)、リ トコール酸
(LCA)、ウル ソデオキシコール酸(UDCA)へと変換 される。胆汁酸の腸管か らの
再吸収お よび門脈か ら肝細胞への再吸収過程には非常に効率よく働 く輸送系が
存在 し、そのため胆汁酸は肝臓、胆嚢、胆管、腸管お よび門脈血(以 下、腸肝
循環系)に局在 してお り、通常循環血中に出現する胆汁酸はごくわずかである。
胆汁酸の生合成および再吸収過程にはネガティブフィー ドバ ック機構が存在 し
11)、それにより正常時 における胆汁酸プール量はほぼ一定に保たれている12)。
そのため腸肝循環系か ら逸脱 して排泄 された量に相当する胆汁酸が新たにコレ
ステロール から生合成 されることとなるが、これ は肝コレステロールの恒常性
維持において異化排泄経路 として重要である。
近年の分子生物学的手法の進歩 により、胆汁酸の生体内動態 を制御するメカ
ニズムが、分子 レベルで明 らかにな りつつある。核 内レセプターFXRの活性化
は、肝において胆汁酸生合成過程の律速酵素であるコレステ ロール7α一ヒ ドロ
キシラーゼ(CYP7A)および門脈から肝細胞への胆汁酸輸送体NTCPの 発現を
抑制 し、その一方肝細胞か ら胆管への胆汁酸輸送体BSEPお よびMRP2な ど
の発現を促進する。 このFXRの 内因性 リガン ドがCDCAで あることか ら、胆
汁酸が情報伝達物質 として自らの動態 を制御 していることが分子 レベルで明 ら
かになってきている1:3'16)。また、胆汁酸の生合成経路 として、上記の母核の変
換が側鎖の切断に先立つ古典的な経路(classicalpathway,neutralpathway)
と ともに、側鎖 の酸 化的切断反応 が母 核 の変 換 に先立つ経路(alternative
pathway,acidicpathway)が一次胆汁酸の生成経路 として存在する17)ことも明
らかになっている(Fig.3)。
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Classicalpathwayにお け る律 速 酵 素 で あ るCYP7Aは 肝 に特 異 的 に発 現 し
て い るが 、alternativepathwayにお い て対 応 す る7α一ヒ ドロキ シ ラー ゼ で あ る
CYP7Bは 幅 広 い組 織 に 発 現 して い る こ とか ら、 何 らか の 生 理 的 な必 要性 に応
じて 、 肝 以 外 の組 織 にお い て もalternativepathwayによ って 胆 汁 酸 の 生 合 成
が 行 わ れ て い る可能 性 が 指 摘 され て い る17)。これ ら最 近 の 知 見 は 、胆 汁 酸 の こ
れ ま で 良 く検 討 が 行 わ れ て い る脂 質 の消 化 吸 収 お よ び恒 常性 維 持 とい う機 能 以
外 に 、新 規 な機 能 が 存 在 す る可 能 性 を示 唆 す る もの と考 え られ る。
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最近、中枢神経系で生合成 され るプレグネノロンやデ ヒ ドロエピアン ドロス
テ ロンな どの脳内ステロイ ド18'2〔})が、GABAA2123)やNMDA24,25)などの神経伝
達物質受容体のアロステ リック調節因子 として機能することが明 らか とな り、
注 目を集 めている。広 く研究 されている既知の脳内ステロイ ドは、非抱合型の
みならず極性の高い硫酸抱合体 もリガン ドとして作用することが知 られている
が181922,23)、それ らのステロイ ド核A/B環の構造は不飽和結合により平面構
造 をとるか、還元成績体ではAIBtransの平面構造をとるかのいずれかである。
その一方で、胆汁酸に代表 され るAIBcis構造 をとるステ ロイ ド系化合物の脳
内における存在 についてはこれまでほとんど報告がない26)。前述のよ うに腸肝
循環系から血流 中に逸脱す る胆汁酸はわずかながら存在 して脳血管まで到達す
るが、脳 は血流か らの物質の出入を脳血液関門により生理的な必要に応 じて厳
密に制御 しているため、脳内胆汁酸の濃度は血液中胆汁酸 との単純拡散平衡の
みにより支配 されているのではない ことが予想 される。そのため、脳 内胆汁酸
の存在プロファイル を明 らかにす ることが、脳内における個別の胆汁酸の生理
的必要性の有無や、脳血液関門が関与する個別の胆汁酸の動態制御機構 の解明
につながることが期待 される。脳は脳血液関門により全身の胆汁酸動態か ら独
立 してお り、 さらには自らが必要 とす る脳 内ステロイ ドなどの生理活性 コレス
テロール代謝産物の生合成系を有 していることな どか らも、胆汁酸の新規機能
を探索する上で格好の標的組織であると考えられ る。一方、内因性物質の動態
はその機能 と密接に関連 しているため、全 く未知である胆汁酸の新規機能を解
明するためには、生体試料 中胆汁酸の高感度かつ定量的な測定法を開発 し、こ
れ を用いて胆汁酸動態を精密 に解析することが有効であると考えられる。そこ
で、胆汁酸の新規機能お よびそれに関連す る新規動態を、分析化学的手法を駆
使 して検索す ることとした。
生体内胆汁酸は冒頭で述べたよ うな化学構造を共通 して有す るが、ステロイ
ド核上の水酸基の数、位置お よび立体配置の異なる多数の異性体が存在 し、 さ
らに多 くの場合それ らの24位 カルボキシル基にグリシンあるいはタウリンが
・5・
ア ミド結合 したア ミノ酸抱合体 をは じめ各種抱合体 としても存在する。 このた
め、生体内胆汁酸の疎水性などの物性は全体 としては非常に幅広いもの とな り、
その一方個々の胆汁酸同士では物性が非常に似通った ものの組み合わせが存在
す ることとなる。 このため胆汁酸の新規機能の探索には、生体内胆汁酸を一斉
に、かつ個別の胆汁酸を定量的に測定する、いわゆるプロファイル分析が強力
な手段 となる。 こうした多様な物性 を有す る化合物群を、化学構造情報 を失 う
ことな く相互に分離 して、網羅的に高感度分析するためには、液体クロマ トグ
ラフィー/質量分析法(LCIMS)が好適な分析手段である27)。とりわけ、エ レク ト
ロスプ レーイオン化(ESI)により生成 した負イオンを検出する手法は、共通 して
酸 性官能基を有す る遊離型、グリシンおよびタウリン抱合型胆汁酸の検出法 と
して優れてい ると考えられる。そこで、胆汁酸の新規機能の探索を行 うために、
LC/ESI・MS法による生体内胆汁酸の一斉分析法の開発が必要であると考えら
れる。
以上のような背景か ら、まずLCIESI・MSIMS法による生体内胆汁酸の一斉分
析法の開発に着手 した。第一章では、遊離型、グ リシンおよびタウリン抱合型
の哺乳類に共通す る主要胆汁酸のESI-MSにおけるイオン化挙動に精査 を加え、
これら胆汁酸を一斉かつ効率的にイオン化 し、検 出す るための条件を検討する
と伴 に、げっ歯類主要胆汁酸 を取 り上げ、LCIMSにおける相互分離条件 を検討
し、信頼性の高い生体内胆汁酸の一斉分析法の確立を試みた。次いで第二章で
は、開発 した分析手法を駆使 し、ラットの脳内胆汁酸の検索を行 った。
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第 一 章LCIESI・MS∠MSに よ る生 体 内 ラ ッ ト主 要 胆 汁 酸
一一斉 分 析 法 の 開発
第一節 序
比較的水溶性が高 く、熱安定性に乏 しい生体内胆汁酸のプロファイル分析を
行 う場合、クロマ トグラフ法の中で も高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)
が好適な分離 ・分析乎段である27)。先にSakakuraら28)はHPLCによるラッ
ト血清お よび胆汁中胆汁酸のプロファイル分析法を報告 しているが、一回のグ
ラジエン ト溶出に二時間以上を要する点に難があ り、また検出手段に酵素反応
を利用 しているため検出されたピークに関 して得 られる構造情報が少ない。一
方、質量分析計 による検出は、感度および特異性に優れ るばか りか、測定対象
物質の化学構造情報 も与えるため、新規な機能や動態の解明を目的 とす る本研
究においては、より有用性が高いとが期待 され、すでに胆汁酸の硫酸抱合体29)
およびグルクロン酸抱合体3031)のプロファイル分析 に活用 されている。
液体クロマ トグラフィー(LC)/エレク トロスプレーイオン化(ESI)一質量
分析法(MS)、あるいはタンデム型のLCIESI-MSIMSは、今 日非常に多 くの
化合物の定量分析に利用 されている3234)が、高い感度や信頼度に優れる定量性
を得るには個々の測定対象物質に合わせ た分離および検出条件 を設定する必要
がある。 しか し、分離の最適化 と検出の最適化の両立は容易ではない。そ こで
先ず、胆汁酸のESI法におけるイオン化の様相、MSIMSにおける開裂挙動、
HPLCにおける保持挙動を順次精査 し、LCIESI-MSIMSによる一斉分析法の開
発を進めることとした。次いで、得 られた分析法の生体試料への適用性を検証
し、実際試料 に応用することとした。
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第二節ESIに おける胆汁酸のイオン化挙動の検討
ESI法は、大気圧化学イオン化(APCI)法とともにLCIMSにおいて最 も広 く
用い られているイオン化法である。ESIインター フェイスにおけるイオン化の
最初の過程では、まず数kVの 高電圧 を印力口したキャピラリーに試料溶液が導
入 され、そのキャピラ リー先端か ら電荷 を帯びた液滴が静電的に噴霧 される。
次いで噴霧 された液滴中の溶媒などの揮発性成分が中性分子 として揮発するこ
とによ り電荷密度が高ま り、クー ロン反発 により液滴 はさらに微細に分裂す る。
この中性物質の揮発 とクーロン反発による分裂過程を繰 り返す ことにより、液
滴の余剰な電荷が最終的に試料分了に局在 し、気相イオンが生成する。ESI法
では、熱や粒子衝撃などの過剰 なエネルギーを加えることなく溶液中の試料分
子を気相イオンとすることが可能である35・a6)ため、胆汁酸のように極性が高 く
熱安定性の低い分子種のイオン化法 として適 している。ESI法ではキャピラリ
ーに印加す る電圧の正負により正イオンおよび負イオンを生成できるが、酸性
官能基を有する胆汁酸においてはマイナス電荷が酸性官能基に局在 した安定な
擬分子イオンの効率的な生成が期待できるため、負イオン検出モー ドでのイオ
ン化が有利である。
生体内胆汁酸の高感度分析には、負イオン検出ESI法が好適であると考えら
れる。 しか しながら、本法では上述のように過剰の電荷が帯電 した溶液粒子か
ら気相イオンが生成する過程において、イオン化可能な分子種間で競合が起 こ
る。すなわち、 目的 とす る分子のイオン化効率は、試料溶液中に共存する物質
の影響 を大き く受ける37・38)こととなる。胆汁酸な どのイオン性官能基を有す る
化合物 を逆相系HPLCで 分析す る場合は、保持の再現性を得るために緩衝作用
を有す る物質を移動相に添加す ることが不可欠である。一方、LCIMSでは、移
動相に添加 した緩衝物質は揮発性を有 していることが求められ、 トリフルオロ
酢酸(TFA)、ギ酸、酢酸な どの揮発性有機酸、あるいはそれ らのアンモニ ウム
塩が汎用されている。そのため、胆汁酸のESI法におけるイオン化効率は、移
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動相中に存在す る水および有機溶媒 に加 えて、揮発性緩衝物質の影響 を大きく
受けることとなる。 こうした競合によるイオ ン化効率の変化においては、競合
する分子種の溶液中での存在量はもちろんのこと、酸塩基解離定数な どで表現
される酸塩基 としての強 さや揮発性な どの物性が関与する。生体内胆汁酸の物
性はその構造の多様性 を反映 して幅広 く、特に側鎖24位 の抱合様式(非 抱合
型、グ リシン抱合型、タウリン抱合型)に よって酸塩基解離定数は大きく異な
り、イオン化効率の変化も抱合様式 によって異なるもの と考えられ、これ らを
一斉に効率良 くイオン化す る移動相条件 を選択する必要がある。
Ikegawaら29)は、胆汁酸の24位 の抱合様式 とESI法におけるイオン化効率
との関連を精査 し、移動相 中の揮発性有機酸がイオン化効率に非常に大きな影
響を引き起 こすことを見出 している。胆汁酸の3位 硫酸抱合体を負イオン検出
ES}MSで測定 し、生成する一価イオンと二価イオンの比率から間接的に揮発
性有機酸の影響 を検討 している。その結果 は、酸性がより強い有機酸ほ ど胆汁
酸のイオン化を抑制 し、より強い酸性官能基を側鎖に有 している胆汁酸ほ どイ
オン化の抑制 を受け難 く、結論 としてイオン化効率の変化は胆汁酸お よび揮発
性有機酸のpKaの違いによ り良く説明できるとい うものであった。この結果 は
大いに参考になるものの、分析対象が強い酸性官能基をもつ硫酸抱合体であ り、
分子内に2つ の酸性官能基を持 っているため、側鎖官能基のイオン化挙動 を一
価イオンへの更なる電荷の付加 として観察 しているとい う点、イオン化効率の
絶対的な変化が明確 にされていないなどの点で、非硫酸抱合型胆汁酸を対象 と
す る本研究への直接適用は困難である。そ こで、側鎖の酸性官能基のイオン化
を直接観察することとし、 さらにイオン化効率の絶対的な変化を観察す るため
に胆汁酸 と内標準物質の一定濃度溶液を一定速度でESIイ オン源に送液 して、
非抱合型、グリシン抱合型お よびタウリン抱合型胆汁酸のイオ ン化に及ぼす、
揮発性有機酸およびそのアンモニウム塩の影響 を検討することとした。
CA(3α,7α,12α一trihydroxycholanoicacid)、CDCA(3(x,7(x-di-hydroxy-
cholanoicacid)、DCA(3α,12α一dihydroxycholanoicacid)、UDCA(3α,7β一
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dihydroxycholanoicacid)、LCA(3α 一hydroxycholanoicacid)の各 遊 離 型 、
グ リ シ ン 並 び に タ ウ リ ン 抱 合 型 の イ オ ン 化 効 率 に 及 ぼ す ス プ レ ー 溶 液 中 の ギ 酸 、
酢 酸 、TFAお よ び 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 影 響 をTable1に 示 し た 。 数 値 は 、 そ れ
ぞ れ の 胆 汁 酸 の プ ロ トン 脱 離 擬 分 子 イ オ ン と 内 標 準 物 質 の デ ヒ ド ロ エ ピ ア ン ド
ロ ス テ ロ ン 硫 酸 抱 合 体 の プ ロ トン 脱 離 擬 分 子 イ オ ン と の 相 対 強 度 で 示 し て い る 。
TablelRelativeintensityofbileacidsinESIprocess
abcde
Unconjugates
CAO.1040.0790,089NDO.502
CDCAO.1640.1500.051NDO.590
DCAO.1020.1430.085NDO.561
UDCAO.0600.0350.027NDO.187
LCAO.0940.0750.034NDO,283
Glycineconjugates
CAO,3490,2550.3800.0930.993
CDCAO.2680.2610,1670,0180.716
DCAO.2630.3050.2450,0970,734
UDCAO.7600.5220.7020.0591.754
LCAO.4030.2910.3590.Ol20,846
Taurineconjugates
CAO.8510.8671,0092.7591,382
CDCAO.3900.5310,2911.2650.654
DCAO.4030.5880.4661.5260.721
UDCAO.5800.5950.7141.7250.904
L,CAO.4240.5120.5341.1960.683
a:water/methanol(37,v/v)
bwater!methanol(37,v/v)containing20mMaceticacid
cwater!methanol(37,v/v)containing20mMfomlicacid
dwater/methanol(3:7,v/v)containing20mMtrifluoroaceticacid
ewater/methanol(37,vlv)containing20mMammoniumacetate
ND:notdetected
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ギ酸や酢酸な どの弱酸を添加 した場合、すべての胆汁酸のイオン強度は、酸
を加 えない場合 と大差なかった。 これは、この条件でのイオン生成過程におい
て、過剰な負電荷を持つ液滴中に存在する主要な陰イオンが共通 して水酸イオ
ンであるためであると考えられ る。これ に対 しTFAを添加 した場合は劇的な変
化が認 められ、非抱合型胆汁酸は擬分子イオンが全 く認められな くな り、グリ
シン抱合型胆汁酸のイオン強度は極端に減少 した。その一方で、タウリン抱合
型胆汁酸のイオン強度はむ しろ上昇 した。
酢酸アンモニ ウムを用いてアンモニウムイオン添加の影響を検討 したが、す
べての胆汁酸において、何 も加えない場合および酢酸のみを加 えた場合 と比較
してイオン強度は増大 した。水素イオン濃度がほぼ等 しい(pH7程度)あるいは
酢酸濃度が等 しい(20mM)条件 と比較 して、いずれもイオ ン強度が増大 してい
ることから、アンモニウムイオンの添加が胆汁酸のイオン化効率を上昇 させて
いるものと考えられ る。特にアンモニウムイオンの添加 による胆汁酸のイオン
化強度の増大は、何 も加 えない場合に比較 してL5倍 か ら最大5倍 にまで達 し
た。電荷の釣 り合いから、ESIで生成する負に帯電 した液滴中には、過剰 な帯
電量に陽イオンの量を加 えただけの陰イオンが存在す ることになる。液滴 中の
アンモニウムイオンは中性分子種 とな り揮発除去 され続 けるが、残存す るアン
モニ ウムイオンは対イオ ンとして液滴中の胆汁酸のイオン化を促進す るもの と
考 えられる。そのため、アンモニ ウムイオンの添加により胆汁酸のイオン化効
率が増大 したものと考えられる。
非抱合型胆汁酸のイオン化挙動 をさらに詳細に検討するため、各条件におけ
る非抱合型胆汁酸のイオン強度をLCAの イオン強度 との相対値 としてFig.4
に示 した。CDCAとUDCAで は、酸を何 も加 えない場合 と弱酸であるギ酸あ
るいは酢酸を加 えた場合で、ほとん ど変化が認められない。その一方、DCAと
CAで は特にギ酸 を加 えた場合の相対強度が約2.5倍に増大 し、DCAとCAが
特異なイオン化挙動 を示すことが明 らかになった。Nambaraら39)は、DCAと
CAの よ うに12α位水酸基を有す る胆汁酸は、12α位水酸基が側鎖24位 カルボ
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キシル基 と分子内水素結合を形成 し、それにより逆相系HPLCに おいて特異な
保持挙動を示す ことを報告 している。 この12α位水酸基 との分子内水素結合は
24位カルボキシル基への電子の局在を強めるため、今回得 られた結果のよ うに、
ESIにおけるDCAとCAの 相対的なイオン強度が高まったものと考えられる。
囲b
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Fig.4Theeffectofsprayliquidcompositionontheintensity
ofdeprotonatedunconjugatedbi量eacidderivatives
relativetolithocho且icacid
a,Waterlmethanol(3:7,vlv);b,waterlmethanol(3:7,vlv)
containing20mMaceticacid;c,waterlmethano1(3:7,v/v)
containing20mMformicacid;d,waterlmethanol(3=7,vlv)・
containing20mMtrifluoroaceticacid;e,waterlmethanol(3:7,
vlv)containing20mMammoniumacetate
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以上の検討 よ り、胆汁酸のESIでは移動相に添加す る有機酸 としては、TFA
は明 らかに不適であ り、酢酸あるいはギ酸が使用可能であることがわかった。
しか しなが ら今回得 られた結果は、タウリン抱合体のみを分析対象 とする場合
にはTFAの 添加 が非常に有効である可能性が示 され、興味深い。移動相に添加
する陰イオン種が、ESIにおける非抱合型、グリシン抱合型およびタウリン抱
合型胆汁酸のイオン化効率に及ぼす影響は、3位 硫酸抱合型胆汁酸を用いた
Ikegawaらの報告 と概ね一致するものであったが、p、Kaから予想 されるような
ギ酸あるいは酢酸添加 によるイオン化効率の明確な低下は認 められなかった。
ESIは、電荷的に偏 った状態において液相 と気相での動的な反応が関与す る複
雑な過程であるため、試料分子および共存物質のpKaか ら試料分子のイオン化
挙動を予測できるとは限 らず、個々の測定対象分子のイオン化挙動 を精査する
ことが必要であることをこれまでの結果 は示 していよ う。また、アンモニ ウム
イオンの添加 によ りESIにおける胆汁酸のイオ ン化効率が著 しく向上すること
が、内標準物質のイオン化効率 と比較参照することにより明確に示 された。 さ
らに、12α位水酸基を有す るDCAとCAに おいては、分子内水素結合の形成に
よると考えられ る特異な挙動がESIにおいても確認 され、胆汁酸の構造 と物性
との相関を考察する上でも興味深い結果が得 られた。
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第三節MS/MSに おける胆汁酸の開裂挙動の検討
イオン源で生成 したイオンに、運動エネルギーを与えて不活性なガスと衝突
させて分解 し(collisioninduceddissociation;CID)、衝突の前後で質量分析を
行 うとい うMSIMSは、化合物(群)に 特異的なイオンの開裂反応をモニター
(selectedreactionmonitoring;SRM)できるため、複雑なマ トリックスである
生体試料中の微量胆汁酸 を定量分析す る場合にSINの向上による高感度化が期
待できる。100eV以下の比較的低いエネルギーでのCIDで は、加速 されたイ
オ ンは非常に低いエネル ギー授受をともな う中性ガス との衝突 を多数同起 こす。
そのため、低エネルギーCIDではイオン中の安定性の低い結合が優先的に開裂
す ることが明確に観察 され る。ソフ トなイオン化法であるESI法を用いた場合
は擬分子イオン以外のフラグメン トイオンが観察 されない場合 も多いが、開裂
反応を観察することによりさらなる構造 晴報を得ることも可能 となる。
そこで、非抱合型、グ リシン抱合型およびタウリン抱合型胆汁酸について、
これ らのプロ トン脱離擬分子負イオンをプ リカーサーイオ ンとす る低エネルギ
ーCIDを行い、プロダク トイオンを測定す ることにより開裂挙動を検討 した。
その結果、非抱合型胆汁酸では擬分子イオンが非常に安定なため特徴的なプロ
ダク トイオンが得 られなかったが、グリシンお よびタウリン抱合型胆汁酸では
それぞれの抱合様式に特徴的なプロダク トイオンが得 られた。 グ リシン抱合型
胆汁酸ではm/z74のプロダク トイオンが得 られ、この推定構造はグ リシン残基
由来のNH,CH2COOであることが高分解能測定か らも支持 された。タウリン
抱合型胆汁酸ではm/z80、mlz107、m/z124のプ ロダク トイオンが得 られ、
これ らはそれぞれタウリン残基 由来のSO3'、CH2CHSO3'、NH2CH2CH2SO3'
であることが同様に推定 された。胆汁酸の正イオンはステ ロイ ド核 よ り水酸基
が脱離 したフラグメン トイオンを容易 に生成す ることが知 られているが40141)、
擬分子負イオンでは電荷が側鎖に局在 しているため、CIDでは主に側鎖に由来
するフラグメン トイオンが生成 したため と推測 される。
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こ れ ら プ ロ ダ ク トイ オ ン の 生 成 比 率 は ス テ ロ イ ド母 核 の 構 造 に よ り異 な っ て
お り、 そ の 結 果 を プ リ カ ー サ ー イ オ ン に 対 す る プ ロ ダ ク トイ オ ン の 相 対 強 度 と
し てTable2に 示 した 。グ リ シ ン 抱 合 型 胆 汁 酸 に お け るm/z74の プ ロ ダ ク トイ
オ ン の 生 成 は 、GLCA>GUDCA=GCDCA>GDCA>CAの 順 に 強 か っ た 。 ま
た タ ウ リ ン 抱 合 型 胆 汁 酸 に お い て は 、m/z80の プ ロ ダ ク トイ オ ン がTLCA、
TUDCAお よ びTCDCAで はm/z107あ る い はm/z124の プ ロ ダ ク トイ オ ン の
約 二 倍 の 強 度 で 生 成 した の に 対 し 、TDCAお よ びTCAで は そ れ ほ ど 大 き な 差
は 認 め られ な か っ た 。 グ リシ ン あ る い は タ ウ リ ン 抱 合 型 に お い て も 、DCAと
CAの 有 す る12α位 水 酸 基 は24位 の カ ル ボ ニ ル 酸 素 お よ び 末 端 の カ ル ボ キ シル
基 あ る い は ス ル ポ ニ ル 基 と分 子 内 水 素 結 合 を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の
分 子 内 水 素 結 合 は 、ESIに お い て は 生 成 す る イ オ ン を 安 定 化 す る こ と に よ りイ
オ ン 化 効 率 を 増 大 させ る が 、 そ の 一 方 で 低 エ ネ ル ギ ーCIDに お け る 抱 合 型 胆 汁
酸 の 側 鎖 末 端 部 分 の 開 裂 を 抑 制 す る も の と考 え られ た 。
Table2Relativeintensityofproductionsderivedfromglycine-ortaurine・conjugatedblleacids
GlycineconjugatesTaurinecon'uates
mノ曾74m/z80m//z107.mノ 曾124
CA33.6815.3510.2213.83
CDCA56.9723.6011,8611.86
DCA43.7925.1415.4618,95
UDCA58.6829.4914.0713.87
LCA84.1539.0219.7016.28
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以上の検討 より、胆汁酸をMS/MSにてSRM分 析 を行 う場合、グリシン抱
合体の場合はmlz74を、タウリン抱合体の場合はm/z80をそれぞれプロダク
トイオンとしてモニターすることが適 当である一方、非抱合型では特徴的なプ
ロダク トイオンは得 られ ない ことがわかった。また、12α位水酸基 を有す る
DCAとCAに おいては、分子内水素結合の形成 によると考えられる特異な挙動
が低エネルギーCIDにおいて も認められ、この水素結合形成が胆汁酸分析 にお
ける幅広い過程に影響を与えることが さらに確認 された。
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第四節LCIESI-MS/MSにおける胆汁酸の相互分離の検討
前節までの検討により、胆汁酸をESI・MS/MSにて一斉に検出す る場合の至
適条件が明らか となった。SRMにおいては、プ リカーサーイオンとして全ての
胆汁酸においてプロ トン脱離擬分子イオンを選択 し、プロダク トイオンとして
グリシン抱合型はm/z74を、タウリン抱合型はm/z80を、非抱合型はプリカ
ーサーイオンそのものを選択すれば よいことがわかった(Fig.5)。
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この 条 件 に お い て 、 同一 の ス テ ロイ ド核 上 水 酸 基 数 を有 す る抱 合 様 式 が 異 な る
胆 汁 酸 相 互 と、 同 一 の抱 合 様 式 で 異 な る ステ ロイ ド核 上 水 酸 基 数 を有 す る 胆 汁
酸 相 互 は 、MSIMSに よ り完 全 に分 離 検 出で き る。 そ の一 方 、 同 一 の抱 合 様 式
で 同 一 の ス テ ロイ ド核 上 水 酸 基 数 を有 す る胆 汁 酸 は 、 同一 のSRM条 件 で 検 出
され る た め 、HPLCに お け る相 互 分 離 が 必 要 とな る。
ラ ッ トは胆 汁 酸研 究 に お い て 広 く用 い られ て い る実 験 動 物 で あ る。 ラ ッ トは
肝 にお い てDCAをCAへ 、LCAをCDCAへ 変 換 す る7α水 酸 化 酵 素 活 性 を有
して お り42}、ま た 胆 汁 酸 ア シルCoAへ の ア ミノ酸転 移 活 性 が グ リシ ン抱 合 よ
りタ ウ リン抱 合 を優 先 す る43・44)など、ヒ トとは胆 汁 酸 の構 成 が 異 な る。さ らに 、
ラ ッ トは6位 水 酸 化 活 性 を 有 して お り45'47)、α一murichoricacid(α一MCA;
3α,6β,7α・trihydroxycholanoicacid)、β一mur choricacid(β・MCA;3α,6β,7β・
trihydroxycholanoicacid)、hyodeoxycholicacid(HDCA;3α,6α一d hydroxy-
cholanoicacid)などが げ っ歯 類 に特 徴 的 な主 要 胆 汁 酸 と して認 め られ 、 これ ら
の うち 、α一MCAと β一MCAは 、肝 に お い てCDCAか ら生 合 成 され る経 路 が 知 ら
れ て い る46)。ヒ ト主 要 胆 汁 酸 で あ るCA、CDCA、DCA、UDCA、LCAにα一MCA、
β一MCA、HDCAを 加 え た計8種 が ラ ッ ト主 要 胆 汁 酸 で(Fig.1)、これ らの そ れ
ぞれ 非 抱 合 型 、 グ リシ ン抱 合 型 お よび タ ウ リン抱 合 型 の 計24種 胆 汁 酸 を測 定
対 象 と して 検 討 を行 うこ と と した。
逆 相 系HPLC条 件 と して は 、octadecylsilyl(ODS)化シ リカ ゲ ル を 充填 した
カ ラ ム を用 い 、 移 動 相 と して は 、水 とア セ トニ トリル の混 合 溶 媒 に 、pH緩 衝
剤 と して第 二節 で有 用 性 を 明 らか に した 酢 酸 ア ンモ ニ ウム を使 用 す る こ と と し
た。 測 定 対 象 の24種 胆 汁 酸 は 、疎 水 性 の 高 い 遊 離 型LCAか ら極 性 の 非 常 に高
いtrihydroxy胆汁 酸 の抱 合 体 を含 ん で い るた め 、移 動 相 の 溶 出 力 を徐 々 に高 め
る グ ラ ジエ ン ト溶 出 が有 効 で あ る。 以 上 の 条 件 で 種 々検 討 を行 っ た が 、 い ず れ
の 抱 合 型 にお い て もα一MCAと β一MCA、UDCAとHDCA、CDCAとDCAの 三
組 の胆 汁酸 の 分 離 が 特 に 困難 で あ っ た。 尚 、UDCA,HDCA,CDCA,DCAは と
も にdihydroxy胆汁 酸 で あ る が 、UDCAとHDCAの 保 持 は弱 く、一 方CDCA
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とDCAの 保持は強 く、両グループは明確 に分離 された。 これは、疎水性 の高
い胆汁酸ステロイ ド核の β面とカラム表面ODSの 疎水性相互作用を、エカ ト
リアル性のUDCAの7β位水酸基あるいはHDCAの6α 位水酸基が妨げたもの
と解釈 される。
胆汁酸の逆相系HPLCにおける保持挙動はNambaraら39)によ り詳細に検討
されている。遊離型、グ リシンおよびタウリン抱合型胆汁酸は共通 して側鎖に
酸性官能基を有 しているため、この解離状態によって保持が大きく変動す る。
このことは、移動相のpHに よって胆汁酸の保持を制御す ることが可能である
ことを示 している。遊離型、グ リシンお よびタウリン抱合型胆汁酸はそれぞれ
pKaが大きく異なるため、移動相のpHの 変化により相互の分離が大きく変化
することになる。第二節でも触れたが、Nambaraらは12α位水酸基を有する
胆汁酸の逆相系HPLCに おいて特異な保持挙動 を報告 している。すなわち、12
位α水酸基は解離状態の側鎖酸性官能基 と水素結合を形成 して見かけ上の極性
が下がるため、側鎖の解離が充進する高いpH領 域では12a位水酸基を持 たな
い胆汁酸 と比較 して保持が強 くなる。 この挙動を利用 して、他の胆汁酸の分離
を変えることなく12α位水酸基 を有するDCAと 持たないCDCAの 分離 を改善
できれば、分析時間の大幅な短縮が可能であると考えた。また、第二節の検討
結果か ら、ESIにおいてアンモニ ウムイオンの増加 はむ しろ胆汁酸のイオン化
を促進すると考 えられるため、より高いpHの 移動相での分離を検討す ること
とした。
従来のODSシ リカゲル固定相は、塩基性移動相により基材のシリカゲルが溶
解 して劣化す るとされていたが、今回の検討では耐アルカ リ性が高 く、pH8
以上の移動相の使用が可能であるODSシ リカゲル固定相充填カラムを使用す
ることとした。酢酸アンモニ ウムをpH緩 衝剤 として用いる場合、酢酸のpKa
が4.8、アンモニウムのpKaが92で あることか ら、塩基1生側ではアンモニウ
ムの緩衝作用が期待できる。そ こで移動相のpHは8と して検討を行った とこ
ろ、この塩基性移動相ではDCAはCDCAよ り明 らかに遅 く溶出 して分離 し、
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期待通 りの結果が得 られた。非常に都合が良い ことに、 このpH条 件ではグリ
シンおよびタウリン抱合型胆汁酸の保持が非抱合型胆汁酸 とほぼ等 しくな り、
同一の母核 であれば抱合形式にかかわ らず、ほぼ同一の保持時間が得 られ るよ
うになった。以上の結果 を踏まえ、移動相のpHを8と し、α一MCAとβ一MCA、
UDCAとHDCAが 溶出す るまでは遅いグラジエ ン ト溶出を行い、その後は早
いグラジエ ン ト溶出を行 うことによ り、比較的短時間で一斉分離が可能 となっ
た。 さらに、移動相にアセ トニ トリルに加 えて少量のメタノールを加 えた とこ
ろ、ピーク形状がよ り鋭 くな り、分離がさらに改善した(Fig.6)。詳細なメカニ
ズムは不明であるが、胆汁酸の溶解度が高いメタノールを加えることによ り、
カ ラムと移動相間の分配平衡速度が速 くなり、カラムの分離効率が向上 したの
ではないか と考えている。
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最 終 的 に設 定 した 分 離 条 件 に お け る ク ロマ トグ ラ ム をFig.7に示 した。24種の
胆 汁 酸 が50分 以 内 に溶 出 し、(x・GMCAとβ一GMCAの ピー ク に 多少 重 な りが あ
る もの の 、他 の ピー ク は ほ ぼ完 全 に分 離 した。
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引き続 き、 この分析条件における胆汁酸の定量可能範囲を検討 した。定量用
内標準物質には、安定同位元素180と2Hを二重標識 した3,7-[180,2H]2-CDCA
とそのグ リシンおよびタウリン抱合体48)を用いた。予備検討の結果、LCAお
よびその抱合体は、標識CDCAで は補正できない測定値の変動を示 したことか
ら、内標準物質 として3・[180,2H1・LCAおよびその抱合体を用いた。この現象の
原因は明確ではないが、カラム中に蓄積 した比較的疎水性の強い物質が、急速
なグラジエ ン ト溶出の最後にLCAと ともに溶 出し、これがLCAの イオン化を
妨害 しているのではないかと推測 している。各胆汁酸の注入量50pgか ら400
倍の20ng(LCAおよびその抱合体は100倍の5ng)で直線性を検討 した ところ、
相関係数は最低で0。9920、最高で0.9998と非常に良好な結果が得 られた(Table
3)。いずれの胆汁酸 においても50pg注入時のSINは10以上であ り、高感度
分析が可能であることが示 された。なお、ここで得 られた測定範囲は、血清中
濃度では5～2,000nglmL(LCAは5～500ng/mL)に対応す る。
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Table3Summaryofcalibrationcurvesf()rallbileacids
bileacidrane(n/mL)・intercetsloecorrelationcoef丘cient
unCOnjugateS
CA5-20000.07700.01850.9991
a-MCA5・20000.00730.00640.9961
β一MCA5-20000.01420。01040.9973
CDCA5-20000.09490.03330.9995
DCA5-20000.01800.03590.9998
HDCA5-20000.07530.01640.9991
UDCA5-20000.03640.OlO20.9984
LCA5-5000,13810.05930.9997
glyCineCOnjUgateS
CA5・20000.02370.00540.9953
α一MCA5-20000.00880.00520.9984
β一MCA5・20000.00560.00690.9920
CDCA5-20000.01750.00840.9995
DCA5-20000.04120.01970.9996
HDCA5-20000.03840.00770.9941
UDCA5-20000.03170.00620.9968
LCA5-5000.02410,05590,9997
taUrineCOnjUgateS
CA5-20000.02260.02570.9994
α一MCA5-2000-0.00430.01070。9992
β一MCA5・20000.00550.01070,9983
CDCA5-20000.06540.03700.9993
DCA5-20000.04650.04490.9994
HDCA5-20000.03850.01530.9952
UDCA5-20000.03250.01210.9976
LCA5-5000.06090.05540.9996
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第 五 節 ラ ッ ト血 清 試 料 中 胆 汁 酸 の測 定
引 き続 き、 確 立 した 分 析 法 が 生 体試 料 に適 用可 能 か ど うか ラ ッ ト血 清 試 料 を
用 い て確 認 す る こ と と した 。Gotoら48)は、ウ シ血 清 アル ブ ミン(BSA)をあ らか
じめ コー トした前 処 理 用ODSカ ー トリッジ を用 い る 生 体試 料 中胆 汁 酸 の 固 相
抽 出 法 を報 告 して い る。 す な わ ち、 生 体 試 料 中 の 胆 汁 酸 が タ ンパ ク成 分 な ど と
強 く非 共 有 結 合 して い る と固 相 抽 出 に お け る回 収 率 が 低 下 す る が 、胆 汁 酸 を強
く結 合 す るBSAを 前 処 理 用 カ ー トリ ッジ に あ らか じめ コー トして お く と、遊
離 型 、 グ リシ ン抱 合 型 、 タ ウ リン抱 合 型 い ず れ の胆 汁 酸 も回 収 率 良 く固 相 抽 出
可 能 で あ る。 そ こで この 固 相 抽 出 方 法(Fig.8)を用 い 、 ラ ッ ト血 清 中 胆 汁 酸 の 前
処 理 を行 うこ と と した。
Sep-PakC18
cartridgeR
atserum(0.1mL){coatedwithbovlneserumalbumln)
↓一一 隙鼎野
Washwlthwater(5mL)lntemalstandards
(each2ng)
↓
Elutewith90%EtOH(8rnL)
↓
Evaporateurldervacuo
↓ 一 一2。囎 鮪 喉8)
(4001.LL)
lnjectintoLC/MS
(10μL)
Fig.8Pretreatmentproceduresforthedeterminationofbile
acidsinratserum
先 ず 、 多 量 に 存 在 す る 内 因 性 胆 汁 酸 を 除 く た め に 活 性 炭 処 理 した ラ ッ ト血 清
に 各 胆 汁 酸 を30、300、1,000ng/mLの 濃 度 で 添 加 し(n=5)、固 相 抽 出 後 に
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LCIESI・MSIMS分析 を行い、定量法の精度を確認 した。なお、LCAお よびそ
の抱合体は、測定範囲を超 えるため1,000ng/mLの測定は行っていない。この
検討の結果、全ての胆汁酸の全ての濃度水準を通 じて、測定値の変動係数(相
対標準偏差)は12.5%以下であ り、また添加量に対す る回収量の誤差は一15.3%
か ら17.5%であ り、今回検討を行ったラッ ト血清中胆汁酸濃度の定量法の精度
が十分であることが確認できた(Table4)。
Table4Accuracyandpreeisioninanalysisofbileacidsinratserum
bileacidblank30nglmL300ngfmLlOOOngtmL
found(nXmL)RSD(%)RE(%)found(ngfmL)RSD⑲ も)RE(%)fbund〔n/mL)RSD(%)RE(%)
unconjugates
CANQ32.22.57.3274、83,9・8.4996.63 .8・o,3
0r-MCANQ32.23,17.3255.73.3-14.81175 .3L317.5
p-MCANQ31.43.54.7276,02、5-8.01123,73.212.4
CDCA7.3±1.33721.6・0,3304.6L5-0.9984.01.9・2.3
DCA12.7±1.439.22.8・11.7297.21.8-5.2993.32.0・1.9
HDCANQ28.64.2・4733838.712.81097.84.29.8
UDCANQ29.65.4・1.3333 .912.011.31099.93.210.O
LcANQ33.24.210,7312 .16.64.oNT
glycineconjugates
cANQ29,63.7・1.3319.27.96.4970 ,73.o・2,9
α一MCAN〔 ～31.53.55.0258.45.1・13.91018 .51.31.9
β一MCANQ27.34.8・9.0259.86.9-13.4955,01.8・4,5
CDCANQ31.25.14.0317、51.45.81118 .42.011.8
DCANQ3122.64.0321.53.67.21015 .91.81.6
HDcANQ28.19.6・6,3313,0iL84、3990.32、8・LO
UDCANQ29.66,4・1.3309,79,43、2987.72.8・1.2
LCANQ32.44.68.0317,76.55.9NT
taunnecenJugates
cANQ3工.68,95.3298.85 .o・o,41154.74.815.5
α一McANQ27.510.2・8.3293.73.8・2,11004 .44.10.4
β一McANQ26.26,9・12,7290,43.3-3.298423、8・1.6
cDcANQ31.54.15.0348,84.816 .31140、35.414,0
DCANQ32.05,96.7318,12,86.01065.51 .36、6
HDCAN(125,48、3・15.3333,27.011.1984.15,0・1.6
uDcANQ26.512.5・11.7328.910.39.61000,74 .oo.1
LCANQ33.05,510.G307.84.32.6NT
NQ:lessthanh皿itQfquanti丘cation
NTnottested
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以上によりラット血清中胆汁酸濃度の定量法が確立できたので、引き続 きラ
ッ ト胆汁酸動態の解析にこの定量法を応用すべ く検討を開始 した。緒論でも述
べたよ うに、腸肝循環系には胆汁酸の恒常性維持機構があ り胆汁酸量が一定に
保たれてい る。 この恒常性維持機構に変調 を加 える方法が確立できれば、胆汁
酸の新規動態 あるいは機能を探索する上での強力なツール となるものと考えら
れる。そこで、本法の適用を検討する実例 として絶食モデルを用い、胆汁酸体
内動態 を検討す ることとした。絶食群 として5匹 の雄 ラッ トを一昼夜絶食 した
後、血清を採取 した(Rat1～5)。対照群 として同様に5匹 の雄 ラッ トを一昼夜
絶食 し、一昼夜 自由に摂餌 させた後、1血清 を採取 した(Rat6～10)。血清試料測
定時のクロマ トグラムをFig.9に示 したが、内因性物質の妨害 を受けることな
く幅広い濃度範囲の胆汁酸を測定できている。
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この試験で得 られた血清中胆汁酸濃度 を、Table5にまとめて示 した。前節で
述べたように、ラッ トではグ リシン抱合型胆汁酸が少 なく、血清中に定量下限
以上の濃度で検出されたグリシン抱合体はCA、β一MCA、CDCAおよびHDCA
の4種 のみであ り、ほとん どの胆汁酸が遊離型 あるいはタウリン抱合型 として
存在 していた。個体間変動が非常に大きい ものの、絶食群 と対照群 を比較す る
と総胆汁酸量が大きく異なり、対照群では平均6,322ng/mLであったのが絶食
群では2,764ng/mLと半減 していた。個別の胆汁酸で絶食群 と対照群で特に大
きな差が認 められたのが遊離型CAで 、対照群では平均2,627ng/mLであった
のが絶食群では434ng/mLと大幅 に減少 していた。 ラッ ト血清中の胆汁酸は、
グ リシン抱合体のように非常に低い存在比の ものから遊離型CAよ うに非常に
高い存在比のものまで幅広 く存在 し、かつ胆汁酸濃度の個体間変動 も非常に大
きい。今回確立 した定量法では、このよ うに非常に幅広い濃度範囲の実試料を
測定す ることも可能であ り、本定量法の胆汁酸動態解析における有用性を明確
に示 したもの といえる。
TablesEfl'ectofone-dayfastonserumbi且eacidconcentrations
hileacidfOundnlmL
fast〔 三〔〕ntrol
ratlrat2rat3rat4ratsmean±SDrat6rat7rat8ratgrat10mean±SD
unconjugates
CA6835283553492434±310163673423843210512627±3515
α一MCA61210亘12513土7NQNQ362231355士96
β一MCA1110954128217104±79NQNQ2591887125454土808
CDCANQ4215297332±28251911839458123±157
DCA327744526253土172746931195167±37
HDCA200366242227277262±641981732561]97204405±443
UDCANQ86113211土12NQNQl41011142士51
LCANQNQNQNQ6-NQ556NQ3±3
glycinec⑪njugates
CANQ5154731B39±29NQNQ372371057士le2
u-MCANQNQNQNQNQ-NQNQNQNQNQ-
P-MCANQNQ912NQNQNQll54NQ-C
DCANQN〔lNQNQNQNQNQNQgNQ-
DCANQNQNQNQNQ-NQNQNQNQNQ-
HDCANQNQ88NQNQNQNQ26NQ-
UDCANQNQNQNQNQ-NQNQNQNQNQ-
LCANQNQNQNQNQ-NQNQNQNQNQ-
taunneconjugates
CA26776413251234418801士47335765310001958672928±619
a-MCA374879878267±235689142451105169±161
匪MCA104257489559150312±2031522324351451285511±535
CDCA5611112714398107±337914514431398156±93
DCA318189597066土23237989896469±28
HDCA287520589570266446±1573345025321510338643±493
UDCA5812868t3NQ7630610±11
LCANQNQNQNQNQ-NQNQNQNQNQ-
total104132893435376422912764±110914172⑪1765991848530916322士7090
NQ:lessthanlimitofquantification
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第六節 結語
ラッ ト主要胆汁酸のESI-MSにおけるイオン化挙動、MSIMSにおける開裂
挙 動 、HPLCに お け る保 持 挙 動 を順 次 精 査 し、 一 斉 分 析 の た め の
LCIESI-MSIMS条件 を明確な根拠 に基づき設定できた。その過程で、12α位水
酸基を有す る胆汁酸がその水酸基 と側鎖酸性官能基 との間で分子内水素結合を
形成 し、逆相系HPLCに おける保持のみならずESIお よび低エネル ギーCID
においても特異な挙動を示す とい う知見が得 られ、胆汁酸の構造 と物性 との相
関を考察す る上で大変興味深い結果であった。 この分子内水素結合形成 を利用
してHPLCに おける胆汁酸の分離を改善 し、結果 として短時間での一斉分離を
可能 とした。
今回確立したLCIESI・MSIMSによる高感度なラッ ト主要胆汁酸の定量法は、
生体試料を用いた添加回収試験か らもその精度が確認 され、絶食モデルにおけ
る血清中胆汁酸動態解析にも応用可能であった。 このことか ら今後血清以外の
幅広い生体試料にも応用可能であると考 えられ、生体内胆汁酸動態の解析にお
ける有力な手段 となることが期待 される。
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第 二 章 ラ ッ ト脳 内胆 汁 酸 の 検 索
第一節 序
脳 は、血流か らの物質の出入を脳血液関門により生理的な必要 に応 じて厳密
に制御 している。そればか りか、自身が必要 とす る生理活性物質の生合成系を
も有 し、固有の機能を維持 している。タウリン抱合型CAは 血vitroで神経細
胞に対 し明 らかな脱髄作用を示 し49'51)、生体内において も胆汁酸が神経細胞の
脱髄を引き起こしている可能性 も報告 されている ・52)。一方、ハ ンチン トン病モ
デル動物にタウリン抱合型UDCAを 腹腔内投与すると、脳線条体における神経
病変が明確に抑制 され、胆汁酸に神経細胞保護作用のある可能性 も報告されて
いる ・5:3)。さらに、先述のalternativepathwayによる胆汁酸生合成経路の酵素
群が脳 において も発現 していることが明らかになってお り1751,54)、またその生
合成経路の前駆物質 とな りうる24一ヒ ドロキシコレステロールが脳内に多量に
存在 している55)ことか ら、胆汁酸が脳内において生合成 されている可能性 も考
えられる。それ ばか りか、脳内に投与 された多量の放射性CAが 速やかに排泄
され、投与後一週間にわたる観察でも脳内に放射活性がほとん ど認め られない
こと50)、タウリン抱合型CAを 脳血液関門から特異的に排出する機構が存在 し
56)、その排出に関与 しうる輸送体の転写活性が ヒ ト脳に認 められること57)も報
告 されている。 これ らの事実は、脳 が胆汁酸動態の制御機構 を有 している可能
性 を予想 させ る。
そこで、第一章で検討 したLCIESI-MSを用いる手法を駆使 し、ラット脳 内
胆汁酸の解析 を行 った。
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第二節 脳細胞質画分か らの胆汁酸の抽出
胆汁酸はその界面活性作用により細胞毒性を示 し、先述の ような神経細胞に
対す る脱髄作用 も知 られている。腸肝循環系において胆汁酸輸送 を担 う肝ある
いは腸の細胞は高濃度の胆汁酸にさらされるが、これ らの細胞内には胆汁酸 と
結合す るタンパクが存在 し5a59)、その結果胆汁酸の細胞内輸送や貯蔵 とともに
細胞毒性軽減 にも寄与 していると考 えられている。脳内に胆汁酸が存在す る場
合、同様にタンパ クと結合 している可能性があることか ら、脳試料 中か らの胆
汁酸の抽出操作には十分 な注意を払 う必要があると考えられた。そこで、ラッ
ト脳試料 に、さまざまな抽出操作を加 え、LC/ESI-MSにて胆汁酸の存在を検
索 した。
ラッ ト脳ホモジネー トより常法により105,000×g上清である細胞質画分 を
調製 し、胆汁酸の検索を行った。その結果、脳細胞質画分をあ らか じめタンパ
ク変性剤であるグアニジン60)で処理後、熱エタノール抽出を行 った場合に、胆
汁酸 と思われ るピークa、bお よびcが 検出された(Fig.10)。
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生体内タンパクは、周囲に存在す る水や膜成分 との分子間相互作用 とともに、
分子内ではペプチ ド結合や側鎖極性官能基による極性相互作用や無極性側鎖間
の疎水性相互作用により一定の立体構造を維持 して生理的機能を発揮 している。
特に細胞質タンパクは、親水性部分を分子立体構造の表面に向け、疎水性部分
は分子内に内包 している水溶性の高い構造をとっている。グアニジンは尿素 と
同様に分子内の極性部分に密接 して π電子による無極性相互作用 しうる二重結
合を有 している。そのためグアニジンは、折 りたたみ構造をとるタンパ ク分子
のペプチ ド結合や側鎖残基間の分子内相互作用を弱めてペプチ ド鎖の折 りたた
み構造 を不安定化す る一方、ほぐされたペプチ ド鎖 と溶液分子 との相互作用を
強めて安定化するため、折 りたたみ構造をとるタンパクの低分了量変性剤 とし
て広 く用い られている。脳細胞質画分から得 られたピークの うち特にピークc
は、グアニジン処理することによって大量に検出 されるようになったため、折
りたたみ構造をとるタンパ クに結合 して存在 し、その回収には折 りたたみ構造
の変性が必要であることが推定された(Fig.11)。
Biteacld
⇒
Fo'dedprote'ηUηfb'dedprotein
Fig.11]Extractionofbileacidsbyproteindenaturation
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熱エタノール抽出は脳内ステ ロイ ドの抽出に有効であるが61)、熱エタノール抽
出単独ではピー クcは 回収 されなかった。 これ はピークcが 結合タンパクの表
面ではな く内部に存在するため、熱エタノール処理において立体的に巻き込ま
れて沈殿するため回収 されないもの と考えられた。
血清中胆汁酸は、血清タンパ クと比較的強 く結合 しているが、胆汁酸を強 く
結合す るBSAで あらか じめ固相抽出カー トリッジをコー トすることにより、
固相抽出法にて効率良く抽出できる48)。しか しなが ら、ピークCは この条件で
もほとん ど抽出されず、 ピークcと 結合 タンパクの結合は非常に強い ものであ
ると考えられた。通常の共有結合は、グアニジン処理や熱エタノール処理 にお
いて安定であるため、この強い結合は非共有結合によるものと判断 された。
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第 三 節 脳 内 胆 汁 酸 の 同 定 と定 量
脳 細 胞 質 画 分 中 か ら検 出 され た ピー クa、bお よ びcは 、 こ のLCIMSに お け
る 挙 動 か ら遊 離 型 のCA,DCAお よ びCDCAと 予 想 され た 。 ま た 、 脳 細 胞 質 画
分 中 か ら は グ リシ ン お よ び タ ウ リ ン 抱 合 型 を 含 め て そ の 他 の 胆 汁 酸 は 検 出 さ れ
な か っ た 。 次 い で 、 第 一 章 で 得 られ た 知 見 を 活 用 し 、LCIESI・MSを 駆 使 す る
こ と に よ り これ ら の 化 学 構 造 を 同 定 す る こ と と した 。
前 章 で 述 べ た よ うに 、逆 相 系HPLCに お け る 胆 汁 酸 の 保 持 挙 動 は 、移 動 相 の
pHに よ っ て 大 き く 変 動 し、 そ の 変 動 は 各 々 の 胆 汁 酸 の 化 学 構 造 を 反 映 した も
の と な る39)。胆 汁 酸 の 保 持 挙 動 に は 特 に 側 鎖 酸 性 官 能 基 のpKaの 差 異 が 大 き
く反 映 し、 ま た12α 位 水 酸 基 の 有 無 も反 映 さ れ る 。 そ こ で 移 動 相 のpHを4、5
お よ び7と して3種 ピ ー クa、bお よ びcと 、3種 遊 離 型 胆 汁 酸 標 準 品CA、DCA
お よ びCDCAのHPLCに お け る 保 持 時 間 を 比 較 した 結 果 、 い ず れ の 条 件 に お
い て も3種 ピー ク は 各 標 準 品 と保 持 指 標 が 一 致 した(Table6)。
Table6Relativeretentionfactorsofbileacidsintheratbraincytoplasmicfraction
Relative.kvalues
H4.0★H5.O★ ★H7.0★**
PeakaO.370.330.57
CholicacidO.370.330.57
Peakb1.681.691.88
Deoxcholicacid1.681.701.89
Peakc1.471.541.68
Chenodeoxcholicacid1.471,541.68
★20mMammoniumacetatebuffer(pH4.0)1acetonitrile(53:47)
k"20mMammoniumacetatebuffer(pH5.0)/acetonitrile(11:9)
k*de20mMammoniumacetatebuffer(pH7.O)/acetonitrile(2=1)
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また、ESIにおいてイオン化条件 を変更 した場合の感度変動 も、3種 ピー クと
標準品が一致 した。
胆汁酸はESI法でプロ トン脱離擬分子イオンを生成す るが、このイオンの安
定同位元素による質量分布 はイオンを構成する元素組成 を反映す る。そこでプ
ロ トン脱離擬分子イオンについて構成する安定同位元素 ピークの強度 を比較検
討 した ところ(Fig.12)、各 ピークの安定同位元素による質量分布 は標準品のそ
れ と一致 した。また、プロ トン脱離擬分子イオンの高分解能質量分析 によって
もその組成が支持 された。
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以上、胆汁酸の物性に基づ くHPLC保 持挙動やESI法 におけるイオン化挙
動が一致 したこと、さらに元素組成に基づ く質量分布が一致 したことから、ピ
ー クa、bお よびcを それぞれ遊離型CA、DCAお よびCDCAと 同定 した。
引き続 き、これ ら脳内胆汁酸の定量を行 った。5匹 の雄ラッ トおよび2匹 の
雌 ラッ トについて、LCIESI-MSにより脳 内胆汁酸濃度 を測定 した結果をTable
7にま とめて示 した。脳 内に存在する胆汁酸は大部分がCDCAで あ り、CAと
DCAは比較的少 ない ことを示 している。 しか し、この低濃度のCAやDCAで
も代表的な脳内ステロイ ドであるデ ヒ ドロエ ピアン ドロステロンよりも高濃度
である。先にKobayashiら62)は、DCAを 特異的に認識す る抗体を調製 し、
ELISAによる測定法を報告 している。これを適用 し、同一試料中のDCAを 測
定した ところ、定量値はLCIESI-MSの結果 と良 く一致 したことか ら、これ ら
の定量値は信頼度の高いもの と言える。一方、今回脳試料中に検出された胆汁
酸が、脳組織ではなく残存する血液由来であることも考えられ る。試料調製時
における残存血液量は全試料の1%以 下、すなわち脳試料1g当 た り10mg(約
10μD以下の血液 と見積もられる。従 って、同時に測定 した血清中の各胆汁酸
量から最大残存血液中に存在すると計算 され るCDCAは0.27pmol、DCAは
0.54pmol、CAは1.16pmolであ り、測定値はそれぞれ計算値の6,000、100、
120倍となることから、血液中胆汁酸由来 とい う可能性は否定される。以上よ
り、脳内にこれ らCDCA、CA、DCA3種 の遊離型胆汁酸が大量に存在するこ
とをは じめて証明した。
∂
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Table7Concentrationofthreeunconjugatedbileacidsintheratbrain
cytoplasmicfractionandtheserum
BrainsamleNo.SexCAaDCAaCDCAa
lMaleO.0480.0681.974
2MaleO.0490.0651 .997
3eMaleO.0200.Ol70.983
4MaleO.5340.1652.166
5MaleO.0050.0030.279
6FemaleO.1170.0701.937
7FemaleO.0330.0611.909
AveraeO.115±0.1880.064土0.0521.606土0.701
Serumb,cMaleO2310.1070.054
a=nmOl/gtiSSue
b:Theserumwaspreparedfromtheratofnumber1.
C:nmol/mL
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第四節 結語
脳内に、遊離型のCA、DCAお よびCDCAが 存在することを明確 に証明 し
た。既知の脳内ステロイ ドはいずれ もA/B環が平面状に結合 した構造を持つが、
脳内胆汁酸の発見はすなわち脳内におけるAIBcis構造 を持つステ ロイ ドの世
界初の発見でもある。 これ らの うち最 も大量に存在するCDCAの 脳内濃度は、
既知の脳内ステロイ ド中では最も大量に存在する とされているプレグネノロン
20)のさらに10倍 ほど高濃度であった。またCDCAは 、脳内でタンパクと非常
に強 く非共有結合 して存在 していると予想 され る。胆汁酸には脳の内呼吸を抑
制す る作用が知 られてお り6364)、肝不全における昏睡時の脳の酸素取 り込みの
減少65}は、胆汁酸のこの毒性作用 とも関係す ることも考 えられる。高濃度の胆
汁酸は基本的には脳 にとって好ま しいものではない と考 えられ、タンパ クと強
く結合 した状態でCDCAが 脳 内に存在 していることはこの意味で合理的であ
ると考えられ る。
これ ら脳内胆汁酸の機能や 由来はいまだ不明である。ただ し、ラッ ト血清中
には遊離型 と同程度のタウリン抱合型胆汁酸が存在 している。また、い くつか
の脳内ステロイ ドは硫酸抱合体 として存在することも知 られている18・19,2223)
にもかかわ らず、脳内の胆汁酸は遊離型のみが大量に検出され、抱合型胆汁酸
は検出 されなかった。さらに、血清中には6位 に水酸基を有す るα一MCA、β・MCA
およびHDCAがCDCAよ り多 く存在 していたにもかかわ らず、脳内ではこれ
ら胆汁酸は検出されなかった。 このように、脳内胆汁酸組成 と血清中胆汁酸組
成が際立って異なることから、脳内胆汁酸の由来が循環血か らの少なくとも単
純拡散ではない ことは明 らかである。先述の よ うに脳 には肝で知 られ ている
alternativepathwayによる胆汁酸生合成に関与する酵素群が発現 しているこ
とが知 られてお り、またこの経路の前駆物質にな りえる24・ヒ ドロキシコレス
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テロールが脳内に大量に存在することも知 られていることから、脳内ステロイ
ドと同様に脳内での生合成が行われていることも考え られ うる。特に、この経
路の最終段階の反応51)に関与する3α一HSDの分子種 ファミリーは、ヒ ト肝臓 に
「
おいて胆汁酸の結合タンパクとして も機能 してお り59)、脳内CDCAが タンパ
クと強 く結合 している事実 と考え合わせ ると興味深い。高濃度の胆汁酸は細胞
毒性を有す るが、脳内のCDCAは タンパクと結合することにより毒性 を示 さな
い様式で通常は存在 し、必要時に動員 されて機能 を発揮 していることが予想 さ
れた。
先述の ように血清中にはラッ ト特有の6位 に水酸基を有す る胆汁酸が多量に
存在するが、その前駆体 と考えられ るCDCAの 存在量は少なかった。それにも
かかわ らず脳内にCDCAが 特異的に多量に存在 しているとい うことは、哺乳類
に共通する一次胆汁酸であるCDCAが 生物進化の早い時期 に脳内での重要な
機能を獲得 し、そのため多様な種差が認 められる脂質の消化吸収を行 う腸肝系
の胆汁酸 とは異な り、幅広い動物種で保存 されているとい う可能性 も考えられ、
今後の研究の進展が大いに期待 され る。
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結 論
脳内胆汁酸の解析を目的 として、LCIESI-MSを駆使す ることにより、生体
試料中胆汁酸の高感度かつ網羅的な定量法を開発するとともに、それを活用 し
てラッ ト脳内胆汁酸 を検索 し、以下の研究成果を得た。
第一 に、胆汁酸のLCIESI-MSIMSにおける挙動 と、化学構造お よび物性 と
の関係 を順次検討 し、胆汁酸のLCIESI・MS分析において移動相 に添加す るpH
緩衝剤の影響が非常に大きいことを明 らかにし、胆汁酸の一斉分析にはpH緩
衝剤 として酢酸アンモニ ウムが適 していることを明確 な根拠に基づき示す こと
ができた。また、12α位水酸基 を有する胆汁酸がその水酸基 と側鎖酸性官能基
との間で分子内水素結合 を形成 し、LCIESI・MSIMS分析 において特異な挙動を
示す とい う知見が得 られ、これは胆汁酸の構造 と物性 との相関を考察する上で
大変興味深い結果であった。この分子内水素結合形成 を利用 してHPLCに おけ
る胆汁酸の高速一斉分離を可能 とし、ラッ ト主要胆汁酸24種 の高感度測定条
件 を設定できた。次いで、安定同位元素標識胆汁酸を内標準物質 として用い、
BSAコ ー トした固相抽出カー トリッジを用いる前処理を行 うことによりラッ
ト血清中胆汁酸の定量法 を構築 し、この定量法の精度が十分に高いことを血清
への添加回収試験により明 らかにした。 さらに、絶食モデルにおける血清中胆
汁酸濃度測定に応用 してこのモデルの胆汁酸動態解析における有用性 を示 し、
本定量法が生体内胆汁酸動態の解析に威力を発揮することを実証 した。
第二に、LCIESI・MSを駆使 して脳内胆汁酸を検索 し、ラット脳内に遊離型
胆汁酸を発見 した。これ ら遊離型胆汁酸はCA、DCAお よびCDCAで あるこ
とをLCIMSの特長 を活か して同定するとともに、高い精度で定量を行い これ
の
ら胆汁酸が既知の脳内ステロイ ドよりはるかに高い濃度で存在することを明ら
かにした。さらには、これ らの うち最 も多量に存在す るCDCAが 脳細胞質中タ
ンパクと強 く非共有結合 していることを見出 し、脳試料中からの胆汁酸の抽出
にはタンパ ク変性剤であるグアニジンによる処理が有用であることも見出 した。
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生体試料中胆汁酸の高感度プロファイル分析に負イオ ン検出LCIESI-MSが
好適であることに注 目して行われた本研究は、生体内胆汁酸動態の解析に非常
に有用な定量法 を提供す るとともに、それ を活用 して脳内に遊離型胆汁酸が多
量に存在す ることを世界で初めて明 らかに した。 さらに加 えて、脳内に多量に
存在する哺乳動物共通の一次胆汁酸であるCDCAが 、脳細胞質タンパ クと強 く
非共有結合 していることも明 らかにした。内因性物質の動態は機能 と密接 に関
連 していることか らも、胆汁酸動態を精密に解析 した本研究によ り明 らかにな
った脳内胆汁酸が、今後の生命科学の新たな研究につながることを大いに期待
す る。
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実 験 の 部
装 置
質 量 分 析 計 は 、 第 一 章 第 二 節 お よび 第 三 節 で は 四 重 極 一飛 行 時 間 ハ イ ブ リッ
ド型QSTARxL(ApPliedBiosystems社)を、 第 一 章 第 四節 お よび 第 五 節 で
は 三連 四 重 極 型QuattroII(Micromass社)を、第 二 章 で は逆 配 置 二 重 収 束 磁
場 型JMS-LCmate(日本 電 子)を 、 そ れ ぞれ にESIイ ンタ ー フ ェイ ス を装 着
して使 用 した。 全 て の測 定 は 、負 イ オ ンモ ー ドに て行 った 。 高 速 液 体 ク ロマ ト
グ ラ フは 、第 一 章 第 四 節 お よび 第 五 節 で はNanospaceSI-1HPLCシス テ ム(資
生 堂)にLunaC18(2)カラ ム(3pm,2.OmmI.D.×150mm、Phenomenex社)
を接 続 して 用 い 、第 二 章 で はLC-10ADポン プ(島 津製 作 所)にInertsilODS-2
カ ラ ム(5μm,2.1mmID.×150mm、ジー エ ル サ イ エ ンス)を接 続 して 用 いた 。
pHメ ー タ はFl2型(堀 場 製 作所)、 電子 天 秤 はAW-220型(島 津 製 作 所)を 用
い た。
試 薬
CA、CDCA、DCA、UDCA、LCAお よびHDCAは ナ カ ラ イ テ ス ク よ り購 入
した。 α一MCAお よび β・MCA47)は、 日本 大 学 文 理 学 部 飯 田隆 教 授 よ り御 恵 与 い
た だ い た もの を使 用 した。3,7{180,2H]2-CDCAおよび3・[180,2H]・LCAは、 既
報48)に従 い 当研 究室 で合 成 した もの を用 い た。 これ ら全 て の 非 抱 合 型 胆 汁 酸 の
グ リシ ンお よび タ ウ リン抱 合 体48・66)、デ ヒ ドロエ ピア ン ドロス テ ロン 硫酸 抱 合
体6768)、西 洋 わ さびペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識DCA69)は、既 報 に従 い 当研 究 室 で
合 成 した もの を 用 い た。
ウ シ血 清 アル ブ ミン(BSA)はSigma社か ら、エ チ レンジ ア ミン 四酢 酸 二 水 素
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ニ ナ トリ ウム(EDTA・2Na)、塩 酸 グ ア ニ ジ ン、 ト リス(ヒ ドロキ シル メ チ ル)
ア ミノ メ タ ン塩 酸 塩(Tris・HCI)、ポ リオ キ シエ チ レ ン ソル ビタ ンモ ノ ラ ウ レー
ト(Tween20)、リン酸 水 素 ニ カ リ ウム 、 リン酸 二 水 素 カ リウム 、 リン酸 水 素 ニ
ナ トリウ ム十 二水 和 物 、 リン酸 二水 素 ナ トリウム ニ 水 和 物 、塩 化 ナ ト リウム 、
ギ 酸 、 酢 酸 、 トリフル オ ロ酢 酸 、酢 酸 ア ンモ ニ ウム お よび ア ンモ ニ ア 水 は ナ カ
ライ テ ス ク か ら、塩 酸 、エ タ ノール 、 メ タ ノ ール 、 ア セ トニ トリル 、 破 砕 状 活
性 炭 は 和 光 純 薬 工 業 か ら 、 ウ サ ギ 坑 マ ウスIgG+IgM抗 体(AffiniPure)は
JacksonImmunoResearch社か ら購 入 して使 用 した。Sep・pakCisカートリ ッ
ジ はMillipore社か ら購 入 し、エ タ ノール と水 で洗 浄 後 、5%BSA5mLを 通 導
して コー テ ィ ン グ を行 い 、 さ らにエ タ ノール と水 で洗 浄 して か ら固相 抽 出 操 作
に用 い た。
全 て の ガ ラス 製器 具 は 、 トリメチ ル ク ロ ロ シ ラ ン(TMS-Cl)で処 理 して か ら用
い た。実 験 に使 用 した 水 は 、CPW-100(アドバ ンテ ック東 洋)、SimpliLab-UV
(Millipore社)ある い はMilliQUvPlus(Millipore社)にて精 製 した 超 純 水
を用 い た。
ラ ッ トの 飼 育
ラ ッ トは市 販 の ペ レ ッ ト状 の 餌 と水 を 自由 に摂 取 させ て飼 育 した 。 絶 食 は 、
一 昼 夜 餌 を与 えな い こ とに よ り行 った 。
血 清 の調 製
ラ ッ トの頚 動 脈 よ り血 液 を試 験 管 に採 取 した 。室 温 で30分 間 放 置 後 、約1,000
×gで10分 間遠 心 分離 し、血 清 を得 た 。
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第 一 章 第 二 節 付 属 実 験
CA、CDCA、DCA、UDCA、LCAお よび それ らの グ リシ ンお よび タ ウ リン
抱 合 体 を1nmol/mLの濃 度 で 、さ らに デ ヒ ドロエ ピア ン ドロス テ ロ ン硫 酸 抱 合
体 を同 じ濃 度 で含 有 す る ス プ レー 溶 液 を調 製 して 検 討 を行 った 。 ス プ レー 溶液
は水 とメ タ ノール の 体 積 比3:7の 混合 溶 液 と、 そ れ にそ れ ぞれ20mMの 濃 度
で酢 酸 ア ンモ ニ ウ ム、 酢 酸 、 ギ酸 、 トリフル オ ロ酢 酸 を 添加 した もの の 、 合 計
5種 類 を検 討 した。QSTARXLのESIイ ン ター フ ェイ ス へ 、 シ リン ジポ ン プ
を用 い て ス プ レー溶 液 を5pL/minの速 度 で 連 続 注入 し、m/z10～2,000の範 囲
で マ ス ス ペ ク トル を測 定 した。 全 て の実 験 に お い て 、イ ン ター フ ェイ ス の イ オ
ン化 条 件 は、sprayvoltageを一4,800V、declusteringpotentialを・55.OVに設
定 した。 得 られ た マ ス ス ペ ク トル よ り、 胆 汁酸 お よ び 内標 準物 質 で あ るデ ヒ ド
ロエ ピア ン ドロス テ ロ ン硫 酸 抱 合 体 のそ れ ぞれ の プ ロ トン脱 離 擬 分 子 イ オ ンの
強 度 比 を求 め 、解 析 を行 っ た。
第 一 章 第 三 節 付 属 実 験
測 定試 料 とイ オ ン化 条 件 は第 一 章 第 二 節 と同 一 で あ る。 各胆 汁 酸 の プ ロ トン
脱 離 擬 分 子 イ オ ン を プ リカ ー サ ー イ オ ン と してCIDに よ る プ ロダ ク トイ オ ン
スペ ク トル を測 定 した。Collisionenergyを40.0～65.OeVに設 定 し、collision
gasは窒 素 を3unit導入 してCIDを 行 っ た。得 られ た スペ ク トル よ り、各 プ ロ
ダ ク トイ オ ン とプ リカ ー サ ー イ オ ンの 強 度 比 を求 め 、解 析 を行 っ た。
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第 一一章 第 四節 付 属 実 験
LC/ESI・MSIMS条件
QuattrollのEsIイン ター フ ェ イ ス の イ オ ン化 条 件 は 、capillaryvoltageを
一3,600V、sourcetemperatureを160℃に設 定 した 。Conevoltageは、 遊 離
型 胆 汁 酸 は80V、グ リシ ン抱 合 型 は70V、タ ウ リン抱 合 型 は90Vに 設 定 した 。
CID条件 は 、 アル ゴ ン を1.5x10-3mbar導入 し、collisionenergyは、 遊 離 型
胆 汁 酸 は5eV、グ リシ ン抱 合 型 は40eV、タ ウ リン抱 合 型 は75eVに 設 定 した 。
SRM条 件 は 、プ リカ ー サ ー イ オ ン は 各胆 汁 酸 の プ ロ トン脱 離 擬 分 子 イ オ ン と し、
遊 離 型 の モ ノ ヒ ドロキ シ 、 ジ ヒ ドロ キ シ お よび トリヒ ドロ キ シ胆 汁 酸 は そ れ ぞ
れm/z375、391および407に 、 グ リシ ン抱 合 型 の モ ノ ヒ ドロキ シ、 ジ ヒ ドロ
キ シ お よび トリ ヒ ドロキ シ胆 汁 酸 は それ ぞれmlz432、448および464に 、 タ
ウ リン抱 合 型 のモ ノ ヒ ドロ キ シ 、 ジ ヒ ドロ キ シお よび ト リヒ ドロキ シ 胆 汁 酸 は
それ ぞれm/z482、498および514に 設 定 した。 プ ロ ダ ク トイ オ ン は 、遊 離 型
胆 汁 酸 は プ リカー サ ー イ オ ンそ の もの 、 グ リシ ン抱 合 型 はm/z74、タ ウ リン抱
合 型 はm!z80に 設 定 した。
移動 相 は 、酢 酸 濃 度 が20mMと な る よ う調 製 した さま ざま なpHの 酢 酸 ア
ンモ ニ ウム と、有 機 溶 媒 として ア セ トニ トリル 単 独 あ るい は ア セ トニ トリル と
メ タ ノー ル を体 積 比 で3:1に 混 合 した もの を、 二 台 の ポ ンプ で 混 合 比 を制 御 す
る高圧 グ ラ ジ エ ン トにて 混 合 して調 製 し、200μL/minの流 速 で 送 液 を行 った 。
グ ラ ジエ ン ト溶 出 条 件 は 、A液 をア セ トニ トリル 、B液 を20mM酢 酸 ア ンモ
ニ ウム(pH4.0)とした場 合 は 、試 料 注入 時A:B=25=75の初 期 条 件 か ら、 注 入
後30分 でA:B=40:60、50分でA:B=80:20とな る 二段 階 直 線 グ ラ ジ エ ン トと
した 。A液 を アセ トニ トリル 、B液 を20mM酢 酸 ア ンモ ニ ウム(pH7.0)の場 合
はA=B=23:77から、20分 でA:B=33:67、50分でA:B=82:18とした。A液
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をア セ トニ トリル 、B液 を20mM酢 酸 ア ン モ ニ ウム(pH8.0)の場 合 はA:B=
20:80から、30分 でA:B=35:65、45分でA=B=70:30とした。 最 終 的 に採 用
した 条 件 で は 、A液 をア セ トニ トリル と メ タ ノー ル を 体積 比 で3:1に 混合 した
溶 媒 と し、B液 を20mM酢 酸 ア ンモ ニ ウム(pH8.0)とし、試 料 注入 時A:B=
25:75の初 期 条 件 か ら、注 入 後30分 でA:B=40:60、45分でA:B=70=30とな
る二 段 階 直線 グ ラ ジエ ン トと した。 この 条 件 で50分 間 の分 析 を行 った 後 、A:B
=90:10で10分間 カ ラム を洗 浄 し、 そ の 後 初 期 条 件 で10分 間 カ ラム を平 衡 化
す る とい う繰 り返 し分 析 時 の 条件 を設 定 した。
カ ラ ム温 度 は40℃ に設 定 し、生体 試 料 測 定 時 に は切 替 バ ル ブ を用 い て試 料 注
入 後10分 ～50分 の 間 の み カ ラム か らの溶 出液 をMSに 導 入 した。
定 量 範 囲 の確 認
ラ ッ ト主 要 胆 汁 酸 で あ るCA、 α一MCA、β一MCA、CDCA、DCA、UDCA、
HDCA、LCAお よ び それ らの グ リシ ンお よび タ ウ リン抱 合 体 の合 計24種 胆 汁
酸 を 、O.05、0.1、0.2、0.5、1、2、5、10、20ngの量 でLCIESI・MSIMSに注
入 し、同 時 に内 標 準 物 質 の3,7{180,2H]2・CDCA、3-[180,2H】・LCAおよび それ ら
の グ リシ ンお よび タ ウ リン抱 合 体 を0.2ng注 入 した。LCAお よび そ れ らの グ
リシ ンお よび タ ウ リン抱 合 体 は標 識LCAを 内標 準 物 質 と し、 そ の 他 の 胆 汁 酸
は標 識CDCAを 内標 準物 質 と して 、得 られ た ク ロマ トグ ラム か ら ピー ク 面積 比
を求 め た。 注 入 量xに 対 す る ピー ク 面積 比yの 回 帰 直 線 を1/xの重 み をつ け て
作 成 し、検 量 線 と した。 標 識CDCAの 質 量 の 増加 が6で あ るの に対 し、標 識
LCAは3で あ る た め 、非 標 識 体 の 天 然 同位 元 素 の影 響 を受 けや す くな る。そ の
た め 、LCAお よび それ らの グ リシ ンお よび タ ウ リン抱 合 体 の注 入 量 上 限 は 、5
ngと した。
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第 一 章第 五 節 付 属 実 験
添 加 回収 試 験
ラ ッ ト血 清6mLを 同 量 の0.1Mリ ン酸 カ リウ ム緩 衝 液(pH7.0)で希 釈 し、
さ らに ク ロマ トグ ラ フ ィー 用 破 砕 状 活性 炭 を3g加 えて 混 合 し、約1,000×gで
10分間遠 心 分離 し、内 因性 胆 汁酸 を除 去 した 血 清試 料(4.2mL)を得 た。 この 血
清 試 料 に 、24種 ラ ッ ト主 要 胆 汁酸 を30、300、1,000ng/mLの濃 度 で 添加 した
(n=5)。
血 清100μLに 、0.1Mリ ン酸 カ リ ウム緩 衝 液(pH7.0)を5mLと内標 準 物 質
各2ngを 加 えて よ く混 合 し、 あ らか じめBSAで コー トしたSep-PakCl8カー
トリッジ に通 導 し、これ を5mLの 水 で 洗 浄 した 後 、8mLの エ タ ノール と水 の
体 積 比9:1の 混 合溶 媒 に て胆 汁 酸 を溶 出 した。 溶 出液 を捕 集 して減 圧 下 で溶 媒
を完 全 に 留 去 し、100μLの再溶 解 用 溶 媒(メ タ ノール と20mM酢 酸 ア ンモ ニ
ウム(pH8.0)の体 積 比1:1の混 合溶 液)に て再 溶解 した 。 この試 料 の10μLを
LCIESI・MSIMS分析 に付 した。ク ロマ トグ ラム の解 析 方 法 は 添加 回 収 試 験 と同
じで あ り、得 られ た測 定 値(n=5)の平均 と標 準 偏 差 を 算 出 した 。以 下 の式 で 算 出
した 値 に よ り、 添加 回 収 試 験 の 結果 を評 価 した。
・相 対 誤 差(relativeerror)=(「損11定値 の 平 均 」 一 「理 論 値 」)/「 添 加 量 」
・変 動 係 数(相 対標 準 偏 差)=「 測 定 値 の標 準 偏 差 」/「 測 定値 の 平 均 」
こ こ で 「理 論 値 」 は 、 「添 加 量 」 に 「内因 性 胆 汁 酸 の 量 」 を加 えた 値 で あ る。
LCAお よび それ らの グ リシ ン お よび タ ウ リン 抱合 体 は 定量 範 囲 を超 え る た め 、
1,000nglmLの添 加 濃 度 は解 析 しな か っ た。
-48・
絶 食 モ デ ル ラ ッ トの 血 清 中胆 汁 酸濃 度 測 定
Wistar系雄 性 ラ ッ ト(200～250g)を一 昼 夜 絶 食 した 後 、屠 殺 して 血 清 を採
取 した(絶 食 群 、n=5)。同様 に絶 食 した ラ ッ トに 、一 昼 夜 餌 を 自由 に摂 取 させ
た 後 、屠 殺 して 血 清 を採 取 した(コ ン トロー ル 群 、n=5)。添 加 回 収 試 験 と同 じ
方 法 で前 処 理 お よびLCIESI-MSIMS測定 を行 い 、24種 ラ ッ ト主 要 胆 汁 酸 の 血
清 中濃 度 を求 めた。 定 量 下限 は50ng/mLと した 。
第 二 章 第 二 節 付 属 実験
脳 細 胞 質 画 分 の調 製 お よび 胆 汁 酸 の抽 出
非 絶 食Wistar系雄 性 お よび雌 性 ラ ッ ト(200～250g)の頚 動脈 を切 断 して
血 液 を採 取 し、断 頭 して 全脳 を摘 出 した。 得 られ た脳(湿 重 量(w.w.)約1.9g)
の 表 面 を生 理 食 塩 液 で 洗 った 後 、氷 冷 した7倍 量 の0.25Mス ク ロー ス を含 有
す る100mMト リス塩 酸 緩 衝 液(pH7.4)と と も に ホモ ジ ナ イ ズ した 。 ホモ ジ
ネ ー トは9,000×gで20分 間遠 心 分 離 し、得 られ た 上 清 を105,000×gで60分
間 遠 心 分 離 し、上 清 を細 胞 質 画 分 と して得 た。 全 て の 操 作 は0～4℃ で行 い 、細
胞 質 画 分 は4℃ 以 下 で保 存 した。
グ ア ニ ジ ン処 理 は 、200μLの 細 胞 質 画 分(w.w.30mg相 当)を500pLの
0.03MのEDTAと7.3Mの グ ア ニ ジ ン を含 有 す る1.65Mト リス 塩 酸緩 衝 液
(pH8.6)に徐 々 に滴 下 し、60分 間 穏 や か に混 合 す る こ とに よ り行 っ た。熱 エ
タ ノー ル 抽 出 は 、試 料 を5mLの 熱 エ タ ノー ル 中 に徐 々 に滴 下 す る こ とに よっ
て 行 っ た。 こ の試 料 を1,800×gで10分 間遠 心 分 離 して上 清 を得 、溶 媒 を減 圧
下 に留 去 し、300μLの0.1M酢 酸 ア ンモ ニ ウム で 再溶 解 し、LC/MS測 定 用 試
料 と した 。
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LCIESI-MS条件
JMS-LCmateのESIイ ン タ ー フ ェ イ ス の イ オ ン化 条 件 は 、electrospray
voltageを一2,500V、orificevoltageを一15V、ringlensvoltageを・80Vに設 定
した。Orifice温度 とdesolvatingplate温度 は 、 それ ぞれ150℃ と250℃に設
定 した 。 分 解 能 は 、750あ るい は 高 分 解 能 測 定 時 に は3,000に設 定 し、 高分 解
能 測 定 時 は硫 酸 ポ リエ チ レン グ リコー ル を精 密 質 量 校 正 物 質 と して ポ ス トカ ラ
ム 添加 した 。選 択 イ オ ン検 出(selectedionmonitoring,SIM)にお け る モ ニ タ
リン グ イオ ン は 、 各 胆 汁 酸 の プ ロ トン脱 離 擬 分 子 イ オ ン と し、 遊離 型 の モ ノ ヒ
ドロ キ シ 、ジ ヒ ドロ キ シ お よび トリ ヒ ドロキ シ 胆 汁 酸 はそ れ ぞれm/z375、391
お よび407に 、 グ リシ ン抱 合 型 の モ ノ ヒ ドロキ シ、 ジ ヒ ドロキ シ お よび トリヒ
ドロ キ シ胆 汁 酸 は それ ぞ れm/z432、448および464に 、 タ ウ リン抱 合 型 のモ
ノ ヒ ドロキ シ 、ジ ヒ ドロ キ シお よび トリヒ ドロ キ シ胆 汁 酸 はそ れ ぞ れm/z482、
498および514に 設 定 した 。CDCAを は じ め とす る遊 離 型 ジ ヒ ドロ キ シ胆 汁 酸
イ オ ン(組 成 式:C24H3904)を高分 解 能SIMで 測 定す る場 合 は、m/z391.2848
で モ ニ タ リン グ した。
20mM酢 酸 ア ンモ ニ ウム(pH7.0)とア セ トニ トリル を体 積 比2:1で混 合 した
溶 液 を移 動 相 と して 用 い 、流 速 は220μL/minに設 定 した。
第 二 章 第 三 節 付 属 実 験
脳 内 胆 汁 酸 の 同 定
ESI・MS条件 は 、 前節 と同 じ もの を 用 い た。 擬 分 子 イ オ ンの 精 密 質 量 の測 定
は 高 分 解 能 で の マ ス スペ ク トル 測 定 に よ り行 い 、 同位 体 分 布 は 低 分解 能 で の マ
ス ス ペ ク トル 測 定 に て行 っ た。HPLC保 持 挙 動 の検 討 は、20mM酢 酸 ア ンモ
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ニ ウム(pH4.0)とア セ トニ トリル を 体積 比53:47で混 合 した 溶 液 、20mM酢 酸
ア ンモ ニ ウム(pH5.0)とア セ トニ トリル を体 積 比11:9で混 合 した 溶 液 、20mM
酢 酸 ア ンモ ニ ウム(pH7.0)とアセ トニ トリル を 体積 比2:1で 混 合 した 溶 液 の 、
三 種 の 移 動 相 条 件 で 流 速 を220μL/minに 設 定 し て 検 討 し 、 標 準 物 質 の
12-oxo・LCAとの 相 対 保 持 指 標 に よ り保 持 挙 動 の異 同 を 検討 した。 相 対 保 持 指
標(relativeretentionfactor,Rk)は、
Rk=(「 目的 ピー ク の保 持 時 間 」-to)/(「12-oxo-LCAの保 持 時 間 」-to)
で求 め た。 こ こでtoは 、HPLCカ ラ ム の デ ッ ドボ リュー ム に よ る ホー ル ドア ッ
プ 時 間 で あ り、 カ ラ ム に保 持 され な い 物 質 の保 持 時 間 か ら求 め られ る。
脳 内 お よ び血 清 中胆 汁 酸 のLCIESI-MSによ る定 量
前 節 の条 件 に 従 い 、雄 性 ラ ッ ト5匹 と雌 性 ラ ッ ト2匹 の 脳 試 料 を グア ニ ジ ン
処 理 し、内標 準 物 質 で あ る3,7{180,2H12-CDCAを加 え た 後 、熱 エ タ ノー ル 抽 出
を行 い 、LCIESI-MS分析 に付 した 。 定 量 法 の 回 収 率 お よび 精 度 は 、 内 因 性 胆
汁 酸 の影 響 を避iける た め 、180標識CA、DCAお よびCDCAを 用 い て 行 い 、 こ
れ らを脳 細 胞 質 画 分 にO.3、3、30ngの濃 度 水 準 で 添 加 し、 日内 変 動 と6日 間
に わ た る 日間 変 動 を検 討 した。
血 清 試 料 の 測 定 で は 、血 清100pLに 、O.5Mリ ン酸 カ リ ウム緩 衝 液(pH7.0)
を5mLと 内標 準 物 質 と して12・oxo・LCAを加 えて よ く混 合 し、あ らか じめBSA
で コー トしたSep・PakCisカー トリッ ジ に通 導 し、これ を10mLの 水 で洗 浄 し
た 後 、5mLの エ タ ノー ル と水 の体 積 比9:1の混 合 溶 媒 に て 胆 汁 酸 を溶 出 した 。
溶 出 液 を捕 集 して減 圧 下 で溶 媒 を完 全 に留 去 し、200pLの0.1M酢酸 ア ンモ ニ
ウ ム に て再 溶 解 し、LC/ESI-MS分析 に付 した。
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ELISAによ る脳 内DCAの 定 量
Kobayashiら62)の方 法 に準 じて実 施 した。AffiniPureウサ ギ坑 マ ウスIgG+
IgM抗 体 をpH7.3の50mMリ ン酸 ナ トリウム緩 衝 液(bufferI)で400倍希
釈 し、96穴EIAIRIAプレー ト(No.3590、Costar社)のwell中に分 注 して4℃
で 一 晩 放 置 した。WellをO.9%の塩 化 ナ トリウム を含 有 す るpH7.3の50mM
リン酸 ナ トリ ウム緩 衝 液(bufferII)で3回洗 浄 後 、bufferIIに溶 解 した5%
ス キ ム ミル ク(200μL)を 加 え て37℃ で1時 間 放 置 す る こ とに よ りブ ロ ッキ
ン グ した 。Wel1を0.9%の塩 化 ナ トリウム と0.05%v/vのTween20を含 有 す
るpH7.3の50mMリ ン酸 ナ トリウム緩 衝 液(bufferIII)で3回洗 浄 後 、0.1%
の ゼ ラ チ ン と0.9%の塩 化 ナ トリ ウム を含 有 す るpH7.3の50mMリ ン酸 ナ ト
リウム緩 衝 液(bufferIV)で5000倍に希 釈 した抗DCAモ ノ ク ロー ナ ル 抗 体
100μLをwellに 加 えて 室 温 で1時 間放 置 した 。 溶 液 を 吸 引 除 去 後 、wellを
bufferIIIで3回洗 浄 した。
Wellに西 洋 わ さび ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識DCA(4ng)のbufferII溶液100μL
と、脳 試 料 溶 液 あ る い は 検 量線 作 成 用DCA標 準 溶 液 を加 え、 室 温 で1時 間放
置 した。発 色 法 に て 結 合 した 酵 素 活 性 を測 定 す る た め 、wellを洗 浄 後 に0.04%
の オ ル トフ ェ ニ レン ジ ア ミン ニ塩 酸 と0.018%の過 酸 化 水 素 を含 有 す る発 色 基
質 溶 液100μLを 加 え て室 温 で60分 間 イ ン キ ュベ ー トした。1M硫 酸100pL
を加 えて 反応 を停 止 し、 マ イ ク ロプ レ 一ー トリー ダ ー に て492nmの 吸 光 度 を測
定 した。
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